BD BBL Urea Agar Base Concentrate 10X C€
(10x koncentrat agaru mocznikowego)
BBL Urea Agar Slants, Complete

(Skosy petnego agaru mocznikowego)
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PROCEDURY KONTROLI JAKOSCI (Opcjonalnie)
WPROWADZENIE
Agar mocznikowy to podtoze réznicujace szczepy Enterobacteriaceae na podstawie ich zdolnosci do wytwarzania ureazy.
PROCEDURA TESTU WYDAJNOSCI
A. Przepis na przygotowanie z 10X koncentratu agaru mocznikowego podtoza petnego

1. Aby przygotowac podtoze agaru mocznikowego nalezy dodac¢ 1,7 g granulowanego agaru do 100 mL
oczyszczonej wody. Ogrzewac z wytrzgsaniem i doprowadzi¢ do wrzenia przez 1 minute.

Rozla¢ do probéwek po 9 mL i sterylizowa¢ w autoklawie w 121°C przez 15 minut.

Schtodzi¢ agar do 45 - 50°C, a jedna z probéwek koncentratu ochtodzi¢ do temperatury pokojowej. Do 9 mL
schtodzonego agaru dodac¢ po 1 mL koncentratu i doktadnie wymieszac.

4. Schtodzi¢ pochylone probéwki w ten sposéb, aby powstaty w nich skosy z gtebokimi stupkami.

B. Testowanie podtoza petnego (skosy z agarem mocznikowym)

1. Zaszczepic reprezentatywne probki podtoza hodowlami wymienionych ponizej szczepow.

a. Przy uzyciu kalibrowanej ezy 0,01 mL zaszczepi¢ powierzchnie skoséw ciezkim inokulum 24 do 48 godzinnych
hodowli na skosach agaru sojowego Trypticase. Nie zaszczepiac stupkdow.

b. Inkubowac probdéwki z poluzowanymi zatyczkami w temperaturze 35 + 2°C w atmosferze tlenowej.

2. Zbada¢ probéwki po uptywie 2, 4, 6 i 24 godzin pod wzgledem wzrostu i wynikéw reakcji.

3. Oczekiwane wyniki

Mikroorganizmy ATCC  Reakcja ureazy
*Proteus vulgaris 8427  + (Intensywna barwa rézowa do czerwono-fioletowej)
Morganella morganii subsp. morganii 8019  + (intensywna barwa r6zowa do czerwono-fioletowej)

*Salmonella enterica subsp. enterica serotyp

Typhimurium 13311 - (brak zmiany barwy)

*Szczep zalecany do przeprowadzania kontroli jakosci przez uzytkownika.
UWAGA: Niniejsze podtoze jest zwolnione z testow kontroli jakosci uzytkownika zgodnie ze standardem CLSI M22-A3.

DODATKOWA KONTROLA JAKOSCI

1. Oceni¢ probéwki wedtug opisu w czesci ,Pogorszenie jakosci produktu”.

2. Wazrokowo ocenic reprezentatywne probéwki, aby upewnic sig, ze w ich uzytkowaniu nie bedg przeszkadzaty zadne
istniejgce wady fizyczne.

3. Potencjometrycznie okresli¢ warto$¢ pH w temperaturze pokojowej, aby upewnic sig, ze odczyn jest zgodny ze
specyfikacjg i wynosi 6,8 £ 0,2.

4. Reprezentatywne probowki bez wysianych drobnoustrojéw inkubowa¢ w temperaturze 20 — 25°Ci 30 — 35°Ci ocenic
po 7 dniach pod wzgledem zanieczyszczenia drobnoustrojami.

INFORMACJA O PRODUKCIE
PRZEZNACZENIE

Agar mocznikowy jest stosowany do réznicowania mikroorganizméw (w szczegélnosci Enterobacteriaceae) na podstawie
zdolnosci do wytwarzania ureazy.

STRESZCZENIE | WYJASNIENIA

Agar mocznikowy zostat opracowany przez Christensena jako podioze state do réznicowania pateczek jelitowych'.
Réznicuje on szybkie ureazowo-dodatnie szczepy Proteeae (Proteus spp., Morganella morganii subsp. morganii,
Providencia rettgerii niektore Providencia stuartii) od innych organizméw ureazowo-dodatnich: Citrobacter, Enterobacter
i Klebsiella oraz bakterie inne niz Enterobacteriaceae tj. niektére gatunki Bordetella oraz Brucella®.

Podtoze jest takze dostarczane jako filtrowany i sterylizowany roztwor 10x stezony w probéwkach do przygotowywania
skoséw agaru mocznikowego w laboratorium klienta.
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ZASADY PROCEDURY

Podtoze mocznikowe Rustigiana i Stuarta® w szczego6lnosci nadaje sie do réznicowania gatunkéw Proteus od innych gram-
ujemnych pateczek jelitowych, ktére potrafig wykorzystywaé mocznik'. Te ostatnie nie s do tego zdolne w bulionie testu
ureazowego ze wzgledu na ograniczone sktadniki odzywcze oraz wysokg zdolnos¢ buforujgcg podtoza. W celu
zwiekszenia uzytecznosci podtoza, opracowany przez Christensena’ agar mocznikowy z peptonem i dekstrozg zawierat
mniej bufora dla szybszego wzrostu wielu szczepdw Enterobacteriaceae oraz skrocenia czasu inkubacji.

Podczas wykorzystywania przez mikroorganizmy mocznika powstajw amoniak, ktéry zwieksza odczyn zasadowy podtoza i
daje r6zowo-czerwong barwe. W konsekwencji wytwarzanie ureazy mozna wykry¢ poprzez zmiane barwy czerwonego
wskaznika fenolowego.

ODCZYNNIKI
Urea Agar Base Concentrate 10X (10X koncentrat agaru mocznikowego)

Przyblizony sktad* w przeliczeniu na 1 litr wody oczyszczonej

Trzustkowy hydrolizat zelatyny.................... 10,09 Fosforan potasu......cc.ceeeeveeeeceenenccenennns 20,0 g
DeKStroza ......ccvevieereriiiescse e 10,09 MOCZNIK....coririirircec e 200,0 g
Chlorek sodu ........ccccininiiienciiiiccee 50,09 Czerwien fenolowa..........ccocoveinciniininnns 0,129

*Skorygowany i (lub) uzupetniony zgodnie z wymaganiami majacymi na celu spetnienie kryteriéw wydajnosci.
Urea Agar Slants, Complete (skosy petnego agaru mocznikowego)
Przyblizony sktad* w przeliczeniu na 1 litr wody oczyszczonej

Trzustkowy hydrolizat zelatyny..........c.ccc...... 1,09 MOCZNIK...coreieieeiieeieeee e 200 g
DekStroza .....cccceeveenienieeieeeee e 1,09 Czerwien fenolowa.......c.ccocevvveverenncne 0,0129g
Chlorek sOdU .....coceeeieriiieiee e 509 P2 - | USRI 150 g
Fosforan potasu ........cccceeveeeieriienneesienneesenns 2,09

*Skorygowany i (lub) uzupetniony zgodnie z wymaganiami majacymi na celu spetnienie kryteriéw wydajnosci.
Ostrzezenia i srodki ostroznosci: Do uzytku diagnostycznego in vitro.

Probowki z ciasno dokreconymi nakretkami nalezy otwiera¢ ostroznie, aby unikna¢ obrazen spowodowanych peknieciem
szkta.

Podczas wykonywania wszystkich procedur nalezy przestrzegac¢ aseptycznych technik pracy i obowigzujacych srodkéw
ostroznosci dotyczacych zagrozenia mikrobiologicznego. Gotowe podtoza w probéwkach, pojemniki na prébki oraz inne
skazone wyposazenie i materiaty nalezy przed wyrzuceniem poddac sterylizacji w autoklawie.

221100 BD BBL Urea Agar Base Concentrate 10X (10X koncentrat agaru mocznikowego), pakowane po 10
probéwek rozmiaru K

Uwaga

H315 Dziata draznigco na skére. H319 Dziata draznigco na oczy.

P103 Przed uzyciem przeczytac etykiete. P264 Doktadnie umy¢ po uzyciu. P280 Stosowac rekawice ochronne/odziez
ochronna/ochrone oczu/ochrone twarzy. P305+P351+P338 W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO OCZU: Ostroznie ptuka¢
wodga przez kilka minut. Wyja¢ soczewki kontaktowe, jezeli sg i mozna je tatwo usuna¢. Nadal ptukac.

Instrukcje dotyczace przechowywania: Otrzymane probéwki umiesci¢ i przechowywa¢ w ciemnym miejscu, w
temperaturze 2 — 8°C. Unika¢ zamrazania i przegrzewania. Otwiera¢ bezposrednio przed uzyciem. W podtozach
przechowywanych do momentu uzycia w probéwkach, zgodnie z instrukcjami podanymi na etykiecie, mozna wykonywac
posiewy do dnia okreslonego terminem waznosci, a nastepnie prowadzi¢ inkubacje przez zalecany czas. Ogranicza¢ do
minimum ekspozycje na $wiatto.

Pogorszenie jakosci produktu: Nie uzywac podtoza w przypadku widocznych oznak skazenia mikrobiologicznego, zmian
zabarwienia, wysychania lub innych objawoéw $wiadczacych o pogorszeniu jakosci.

POBIERANIE PROBEK | POSTEPOWANIE Z NIMI

Dostepne sg rézne techniki postepowania z probkami umozliwiajgcymi uzyskanie hodowli. Szczegétowe informacje

znajduja sie w odpowiednich pozycjach pismiennictwa* °. Probki nalezy uzyska¢ przed zastosowaniem srodkow
przeciwbakteryjnych. Prébki powinny zosta¢ niezwtocznie dostarczone do laboratorium.
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PROCEDURA
Dostarczane materiaty: 10X koncentrat agaru mocznikowego lub petny agar mocznikowy na skosach

Materiaty niezbedne, ale nie znajdujgce sie w zestawie: Pomocnicze pozywki hodowlane, odczynniki, drobnoustroje do
kontroli jakosci i wyposazenie laboratoryjne zgodnie z wymaganiami.

Procedura testowa: Stosowac techniki aseptyczne.

W przypadku stosowania 10X koncentratu agaru mocznikowego, podtoze petne nalezy przygotowac zgodnie z opisem w
czesci poswieconej kontroli jakosci. Jezeli w koncentracie powstajg krysztaty, powinny rozpusci¢ sie w temperaturze
pokojowej lub po kilku minutach w fazni wodnej o temperaturze 40°C.

Uzywajac ciezkiego inokulum z 18 do 24 godzinnej czystej hodowli (na agarze TSI lub innym odpowiednim podtozu)
zaszczepic catg powierzchnie skosu. Nie wymazywac stupkéw, poniewaz stuzg one jako kontrola barwy. Inkubowa¢
probowki z poluzowanymi zatyczkami w temperaturze 35 + 2°C w atmosferze tlenowej. Obserwowac reakcje po 2,4, 6 i
24 godzinach, a nastepnie codziennie przez 6 dni hodowli. Moga by¢ niezbedne jeszcze dtuzsze czasy inkubacji.

Kontrola jakosci przez uzytkownika: Patrz ,,Procedury kontroli jakosci”.

Kazda partia podtoza zostata przetestowana przy uzyciu odpowiednich drobnoustrojéw do kontroli jakosci. Ten rodzaj
testowania jest zgodny ze specyfikacjg produktu i standardami CLSI, jesli maja zastosowanie. Jak zwykle, testy nalezy
wykonac zgodnie z obowigzujgcymi wymogami kontroli jakosci, wynikajgcymi z przepiséw miejscowych, stanowych,
federalnych lub krajowych, wymogami akredytacji i/lub rutynowymi procedurami kontroli jakosci w danym laboratorium.

WYNIKI

Wytwarzanie ureazy jest wskazywane przez intensywna rézowa (czerwono-fioletowa) barwe catego skosu. Barwa ta moze
whnika¢ do agaru (stupek), jej intensywnos¢ wskazuje na tempo hydrolizy mocznika®.

W przypadku reakcji ujemnej nie nastepuje zmiana koloru, np. podfoze agaru pozostaje zéttopomaranczowe.
Ureazo-dodatnie mikroorganizmy sg wymienione w odpowiedniej literaturze® -2,

OGRANICZENIA PROCEDURY

1. Podtoze testu mocznikowego opiera sie na wykazaniu zasadowosci i z tego wzgledu nie jest specyficzne w
wykrywaniu ureazy. Wykorzystanie peptondéw, zwtaszcza na skosach (np. Pseudomonas aeruginosa) lub innych biatek
podfoza moze zwiekszy¢ zasadowos$¢ podtoza ze wzgledu na hydrolize biatka i uwalnianie nadmiaru reszt
aminokwasowych, co moze skutkowaé¢ fatszywymi reakcjami dodatnimi?.

2. Ureazo-dodatnie Proteeae na podtozu mocznikowym zwiekszajg zasadowos$¢ wkrétce po zaszczepieniu. W celu
uzyskania prawidtowych wynikéw wykrywania Proteeae wyniki nalezy odczyta¢ w ciggu pierwszych 6 godzin inkubacji.
Citrobacter freundiii Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae moga dawac¢ reacje dodatnie w ciggu 24 — 48 godzin?.

3. Do identyfikacji niezbedne sg czyste kultury drobnoustrojow. W celu ostatecznej identyfikacji nalezy przeprowadzi¢
badania morfologiczne, biochemiczne i/lub serologiczne. Szczegétowe informacje i opisy zalecanych procedur mozna
znalezé w stosowne;j literaturze® 7.

CHARAKTERYSTYKA OZNACZENIA

Kantor i wsp. opracowali szybki i uproszczony schemat wykorzystujgcy co najmniej trzy, ale nie wiecej niz siedem testéw,
ktére mozna rutynowo wykonywac w celu wykrywania niefermentujacych bakterii gram-ujemnych. Przy uzyciu tego
schematu zidentyfikowano 229 nieznanych oraz 14 referencyjnych szczepéw niefermentujacych bakterii gram-ujemnych.
Agar mocznikowy stosowano do réznicowania Alcaligenes sp. oraz Pseudomonas alcaligenes od Bordetella
bronchiseptica®.

DOSTEPNOSC

Nr kat. Opis

221100 BD BBL Urea Agar Base Concentrate 10X (10X koncentrat agaru mocznikowego), pakowane po
10 probowek rozmiaru K

221096 BD BBL Urea Agar Slants, Complete (skosy petnego agaru mocznikowego), pakowane po 10 probéwek
rozmiaru K

221097 BD BBL Urea Agar Slants, Complete (skosy petnego agaru mocznikowego), karton zawiera 100 probéwek
rozmiaru K

XIV PISMIENNICTWO

1.

Christensen, W.B. 1946. Urea decomposition as a means of differentiating Proteus and paracolon cultures from each other
and from Salmonella and Shigella types. J. Bacteriol. 52:461-466.

MacFaddin, J.F. 2000. Biochemical tests for identification of medical bacterial, 3rd ed., Lippincott, Williams & Wilkins,
Baltimore.
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Forbes, B.A., D.F. Sahm, and A.S. Weissfeld. 2002. Bailey & Scott’'s diagnostic microbiology, 11th ed. Mosby, Inc., St. Louis.

6. Ewing, W.H. 1985. Edwards and Ewing’s identification of Enterobacteriaceae, 4th ed. Elsevier Science Publishing Co., Inc.,
New York.

7. Holt, J.G., N.R. Krieg, P.H.A. Sneath, J.T. Staley, and S.T. Williams (ed.). 1994. Bergey's Manual™ of determinative
bacteriology, 9th ed. Williams & Wilkins, Baltimore.

8. Farmer, J.J., lll. 1999. Enterobacteriaceae: introduction and identification, p. 442-458. In P.R. Murray, E.J. Baron, M.A. Pfaller,
F.C. Tenover, and R.H. Yolken (ed.), Manual of clinical microbiology, 7th ed. American Society for Microbiology, Washington,
D.C.

9. Kantor, L.T., S.D. Kominos, and R.B. Yee. 1975. Identification of nonfermentative gram-negative bacteria in the clinical
laboratory. Am. J. Med. Technol. 41:3-9.

Dziat Obstugi Technicznej firmy BD Diagnostics: nalezy skontaktowac sie z lokalnym przedstawicielem BD lub odwiedzi¢ strone
www.bd.com/ds.

‘ Becton, Dickinson and Company Benex Limited
7 Loveton Circle Pottery Road, Dun Laoghaire
Sparks, MD 21152 USA Co. Dublin, Ireland

ATCC is a trademark of the American Type Culture Collection.
BD, BD Logo, and all other trademarks are property of Becton, Dickinson and Company. © 2015 BD
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